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ABSTRAKT

Tato diplomova praca bola zamerand na Studium interakcie huminovych latok S iénovymi
organickymi xenobiotikmi a jej Struktirne aspekty. Metdda bola zvolend z mojej bakalarske;j
prace, ato ustdlend fluorescencna spektroskopia, ktora je vhodna ipre latky so slabou
fluorescenciou. Vysledky ukazali, ze interakcia medzi huminovymi kyselinami a zastupcom
16novych organickych xenobiotik (Septonex) sa prejavila zhasanim fluorescencie huminovych
kyselin a posunom emisného maxima k niz§im vlnovym dizkam, hypsochromnym (modrym)
posunom. Z vysledkov merani mézeme predpokladat’, Ze interakcia, ktora sa vytvara medzi
aromatickymi StruktGrami v huminovych kyselindch a Septonexom, moéze byt m-kation
interakcia.

ABSTRACT

This diploma thesis was focused on studying the interaction of humic substances with ionic
organic xenobiotics and its structural aspects. The method was chosen from my bachelor thesis,
steady-state fluorescence spectroscopy, which is suitable for substances with weak
fluorescence. The results showed that the interaction between humic acids and representatives
of ionic organic xenobiotics (Septonex) was reflected in fluorescence quenching of humic acids
and the shift of emission maximum to lower wavelength, hypsochromic (blue) shift. From the
measurement results, we can assume that the interaction that is formed between the aromatic
structures in humic acids and Septonex could be n-cation interaction.

KLUCOVE SLOVA

Huminové kyseliny, metylovana modifikacia, zhaSanie fluorescencie, modry posun, excitaéno-
emisné spektra, xenobiotikum, Septonex

KEY WORDS

Humic acid, methylate modification, fluorescence quenching, blue shift, excitation-emisional
spectrums, xenobiotic, Septonex
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1 UVOD

Huminové latky (HL) su Siroko sa vyskytujuce latky na povrchu Zeme, ako hlavné zlozky
pod a sedimentov sa nachadzaju v takmer vSetkych suchozemskych a vodnych prostrediach.
Vznikaju pri biologickej i chemickej degradacii rastlinnych a zivo¢i$nych zvyskov, ale aj ako
vysledok syntetickych aktivit mikroorganizmov. Produkty tychto reakcii su spajané do
zlozitejSich chemickych struktar, ktoré su stabilnejsie ako vychodiskové materidly.

Huminové latky su predmetom rdznych $tadii a vyskumov, s vyuzitim v réznych odvetviach
priemyslu. Jedna sa o latky s jedine¢nou chemickou Strukturou a prirodzenym vyskytom v pode
i v inych prirodnych zdrojoch. Vd’aka vel'kému mnozstvu réznorodych funkénych skupin vo
svojej Strukture st huminové latky schopné interagovat’ s mnohymi druhmi latok z radu
anorganickej alebo organickej chémie. Pre ich vSestranné vyuzitie je potreba dokladne
porozumiet’ mechanizmu interakcii huminovych latok s konkrétnymi druhmi latok. Mnoho
autorov prispelo svojimi pracami na tému interakcii huminovych latok so Sirokou Skalou latok
(napr. farbiva, tenzidy, biocidy, farmaceuticky zaujimavé latky, a pod.) do celkového stavu
poznania. To sved¢i, ze kazda vedecka spolocnost’ méa zdujem o huminové latky a ich vyuzitie
VO svojich odvetviach.

Tato diplomova praca bola zamerana na Stidium interakcie huminovych skupin s ibnovymi
organickymi xenobiotikmi a jej Struktirne aspekty. Metdda bola zvolenad z mojej bakaléarske;j
prace, ato ustdlend fluorescencnd spektroskopia, ktord je vhodna ipre latky so slabou
svietivostou. Cielom prace bolo na zdklade realizovanych experimentov sa zhodnotit’ vyhody
a limity pouzitej metodiky, diskutovat’ nové poznatky o Struktirnych aspektoch interakcii
medzi HL a organickymi i6nmi.



2 CIEL PRACE

Cielom tejto prace je spracovat’ aktualnu literarnu reser$ na tému interakcie huminovych
latok (HL) s organickymi iénmi, ako metody $tadii, environmentalne konsekvencie a pod.
Nasledne po spracovani literarnej reSerse sa zvoli vhodny modelovy systém (HL + organicky
16n/1) a metodiku Studii interakcii , ktoré medzi obidvoma zlozkami systému prebiehaju. Na
modelovom systéme sa bude realizovat’ série experimentov za uc¢elom komplexnej Struktirnej
charakterizacie interakcii HL - organicky i6n/i. Na zaklade realizovanych experimentov sa
zhodnotia vyhody a limity pouzitej metodiky abudi sa diskutovat nové poznatky o
Struktarnych aspektoch interakcii medzi HL a organickymi iénmi.



3 TEORETICKA CAST
3.1 Humus a huminova hmota

,Humus* ako pojem bol pouzivany uz v staroveku, ktorym oznacovali podu ako celok. Az
neskor bol priradeny tento pojem k organickej hmote v pode. Jednu z tedrie stcasného
vnimania konceptu humusu stanovil Waksman, ktory definoval humus ako komplexny agregat
amorfnych latok zafarbenych do hnedej az tmavej farby, ktoré vnikaji mikrobidlnym
rozkladom rastlinnych a zivocisSnych pozostatkov v pddach, kompostoch a vodnych nadrziach
[1].

Humus je rozdelovany na nehuminovi a huminovu zlozku. Do nehuminovej zlozky
zarad’'ujeme latky produkované rastlinami a d’alSimi organizmami alebo i latky vzniknuté
¢iastoénym rozkladom rastlinnych a zivoc¢isnych pozostatkov. Tieto latky predstavuju vstupny
material, z ktorého d’alSou degradéaciou vznikd huminova zlozka humusu, ktord sa oznacuje
pojmom huminovd hmota. Huminovd hmota je najviac rozSirenym materidlom na svete
obsahujtici uhlik. Vyskytuje v podach, v tecucich i stojatych vodach, v sedimentoch, od
tropickych oblasti az po arktické krajiny. Huminovu hmotu rozdel'ujeme na vodné, mokradné,
pddne, geologické a antropogenné. Zlozkami huminovej hmoty st ré6zne huminové latky [2].

3.1.1 Rozdelenie huminovych latok

NajcastejSie a najtradicnejSie rozdelenie huminovych latok je podla rozpustnosti.
V sucasnosti rozliSujeme tri hlavné frakcie huminovych latok: fulvinové kyseliny, huminové
kyseliny a huminy [2], [3].

Fulvinové kyseliny (FK) su latky s najnizSou molekulovou hmotnost’ zo vSetkych frakcii
(2 000 az 8 000 g-mol™). St zafarbené ZIto az hnedo¢ierne. Aromaticita fulvinovych kyselin je
niz8ia, ale vykazuju sa vysokym obsahom kyslikatych organickych zloziek, ako napriklad
karboxylové skupiny. FK st rozpustné v alkalickom ikyslom prostredi pri vsetkych pH
hodnotach [3], [4].

Huminové kyseliny (HK) su frakcia s vysokou molekulovou hmotnostou (10 000 az
200 000 g-mol™). St nerozpustné vo vode, ale rozpustné v alkalickom prostredi. Okyslenim
roztoku do6jde k ich precipitacii. St zafarbené tmavohnedo. Do frakcie huminovych kyselin
radime 1 humaty, ¢o st soli huminovych kyselin rozpustné vo vode vo vSetkych hodnotach pH

[3], [4].

Huminy (HU) st zo spominanych frakcii latky s najva¢sou molekulovou hmotnost'ou. Su to
nerozpustné latky a maju najmensiu reaktivitu o vSetkych frakcii. Su zafarbené do Cierna [2],

[3].

Podl'a niektorych teérii je tmavé zafarbenie huminovych latok spojené s pritomnostou
zloziek s vysokou molekulovou hmotnostou. Obr. 1 poukazuje na fakt, Ze s rasticou
molekulovou hmotnostou dochadza k zmenam obsahu uhliku a Kysliku, kyslosti a stupna
polymeracie. Rozdiel medzi frakciami huminovych latok moéZe byt prave vysvetleny
rozdielnymi hodnotami spominanych parametrov. Huminové kyseliny st latky s niz$im
obsahom kyslika, ale s vy$§im obsahom kyslika na rozdiel od nizkomolekularnych fulvinovych
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kyselin. Fulvinové kyseliny obsahuju vyssi pocet funkénych skupin kyslého charakteru, preto
ich celkova kyslost’ je vyssia od huminovych kyselin a podstatne vyssia od huminov.

HUMINOVE LATKY

Fulvinové kyseliny Huminoveé kyseliny Huminy

P> rast intenzity zafarbenia

P rast stupna polymerizacie

P rast molekulovej hmotnosti
P» rast obsahu uhlika
P pokles obsahu kyslika

YvvYyTFyy

Obr. 1: Rozdelenie HL a ich vlastnosti [5]

V kontexte metod charakterizacie huminovych latok v tejto diplémovej prace je zaujimave
rozdelenie podl'a stadie Senesi a spol. [6], ktori rozdelili tieto latky podl'a ich fluorescenéného
chovania odvijajuceho sa od povodu a povahy materialu. Rozdelili ich do piatich tried. Do prve;j
triedy zaradili praveké soli huminovych kyselin, ktoré s charakteristické pre ich vysoké
fluorescenéné dizky v emisnom (> 520 nm) i v excitaénom maxime (> 465 nm). Zo vietkych
najviac huminovych soli (Leonardite, Mollisol, apod.). Ich emisné maximum je podobné prvej
triede (520-500 nm), hlavnou charakteristikou st dva hlavné excitacné piky, ktoré st od seba
oddelené a uzavreté (450 a 465 nm). Suhrnna intenzita relativna fluorescencna intenzita (R.F.I)
je pomerne nizka (2-8). Do 3 triedy zarad’'ujeme niektoré soli terra rosa (Cervenkasta poda
v pasme Stredozemného mora) alebo znaplavenin ilu. Emisne maximum pre nich
charakteristické je s niz$ou vinovou dizkou (500-460 nm) a hlavny excitaény pik je v rozsahu
450-440 nm. R.F.I je najvyssie zo vSetkych tried (6-29). Do Stvrtej triedy patria soli z hub a
kompostov asoli fulvinovych kyselin ziskané z raselin. Emisné maxima su najcastejSie v
niz$ich vinovych dizkach (470-440 nm) a vrchol excitacie maju v rozsahu 395-385 nm. R.F.
je rozne, soli fulvinovych kyselin ho majt vyssi (> 10) ako soli huminovych kyselin (1-7). Do
poslednej piatej triedy zarad’'ujeme fulvinové a huminové kyseliny z odpadnych vod alebo
excitaény pik sa nachadza v takmer rovnakych vinovych dizkach ako vo §tvrtej triede (okolo
390 nm). Typické pre tuto triedu ale vedl'ajsi excitacni pik okolo 340 nm. R.F.I maji v rozmedzi
4-13.

3.2 Huminové kyseliny

Huminové kyseliny su hlavnou a stabilnou zlozkou organickej hmoty vyskytujici sa
v pddach alebo vodach. HK su zlozité polydisperzné zmesi heterogénnych polyelektrolytov
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skumané celou radou analytickych metdd. Ich Struktaru je tazko zjednotit’, kazda molekula HK
je natol’ko unikatna a nejednotnd, Ze mnohi autori sa zhodli na tom ze neexistuji dve molekuly
HK ktoré by boli vzajomne totozné. Ak existuju, je ich vel'mi malo [7].

Pri roznorodosti Struktar huminovych kyselin st ich zédkladné vlastnosti silne zavislé na ich
povode, ale ina procese izolacie. Vlastnosti HK sa mozu ovplyvnit' 1 pocas extrakcie
z vstupného materialu pouzitim roznych extrakénych ¢inidiel [8]. Huminové kyseliny v kyslom
prostredi koaguluji a na rozdiel od fulvinovych kyselin vykazuju vyssi stupent kondenzacie
a polymeracie. HK st materialy bohaté na uhlik, maji konstantny obsah karboxylovych kyselin
(3 mmol-g?), ale rézny obsah fenolovych skupin, tym padom i roznu kyslost. I ked’ $truktara
kazdej molekuly HK je unikatna, pozoruhodné je to ze vsetky ,,molekuly* HK maju podobny
empiricky vzorec [9].

Huminové kyseliny menia svoju Struktiru v zavislosti na ¢ase alebo na podmienkach ktorm
si vystavené. Novak a spol. zistili svojou §tadiou, ze huminové kyseliny extrahované z poli,
ktoré boli po intenzivnej polnohospodarskej €innosti, obsahuje viac funkénych skupin od
huminovych kyselin, ktoré pochadzaju z uhlia [10]. Dévodom mdze byt efektivnejsia oxidacia,
ktora nastala dosledkom polnohospodarskej &innosti. Dalsie §tidie sa zamerali na vplyv
organickych latok, ktoré st pridavané do pddy, na zlozenie huminovych kyselin. Skiimalo sa
zastipenie zakladnych biogénnych prvkov v huminovych kyselinach extrahovanych z pody,
surového kompostu a z pody po 9 mesiacoch od pridania kompostu. Zaujimavy vysledok sa
naskytol pri skimani HK z odloZenej pody s kompostom, kde sa nameral nizsi obsah uhlika
ako v pode bez kompostu. To mdze naznacovat’, ze HK z kompostu interagovali s podnymi HK
a prispievali k hromadeniu organického uhliku v pdde [11]. Vplyv na Struktaru huminovych
kyselin ma 1 pridavanie organického materidlu do pody. Interakcia sa prejavila poklesom
molekulovej hmotnosti HK, ich aromaticity a stupiiu kondenzacie. Molekuly HK s pridanym
organickym materidlom mali tendenciu sa spravat’ viac alifaticky a Struktirne sa
zjednoduSovali. Naopak HK z pddy, kde nebol organicky material pridany, mal trend opacny
[12].

Huminové kyseliny obsahuju trojrozmrné zosiet'ované molekuly, v ich strede je aromatické
jadro obsahujtice dusikaté a kyslikaté heterocykly. Na toto jadro sa navézuju alifatické retazce
S bohatym obsahom ro6znych aktivnych fukénych skupin. Medzi aktivne funk¢éné skupiny na
molekuldch HK zarad’'ujeme predovSetkym karboxylové, hydroxylové a fenolické skupiny.
Huminové kyseliny sa chovaji ako slabé elektrolyty, je to dosledkom pritomnosti
karboxylovych, fenolovych skupin, a d’alSich inych casti molekuly HK. Tieto spomenuté
skupiny mo6zu byt’ disociované, kedy sa vyvinie zaporny naboj, naopak primarne a sekundarne
aminové a imidové skupiny moézu byt protonované, ¢ize vznikne kladny naboj [13].

Huminové kyseliny obsahuju vo svojej Struktire hydrofilné i1 hydrofobne oblasti, ¢o je
doévodom pre¢o mozu byt adsorbované na povrchoch mnohych cCastic. Z ich Struktary vyplyva
povrchova aktivita, agregacné schopnosti, konformacné zmeny, disperzibilita, sorpéné,
16novovymenné a chelatotvorné vlastnosti. Vd'aka tymto vlastnostiam su schopné reagovat’
s vel'kou skarou latok, od tazkych kovov az po organické a anorganické polutanty. Ale jedna
Z najdolezitejSich vlastnosti huminovych kyselin je ich velkd pufra¢nd schopnost’ v Sirokom
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rozpiti pH. Pri¢inou tejto vlastnosti je schopnost disocidcie acidickych skupin, ktorych
huminové kyseliny maji vo svojej Strukture vel’ké mnozstvo. AvSak presny prispevok tejto
tlmiacej schopnosti nie je upresneny a znamy [11], [14].

3.2.1 Struktira huminovych kyselin

Huminové kyseliny st predmetom roznych vyzkumov a $tadii cez 100 rokov, itak ich
Struktira nie je doteraz objasnend. Pre pochopenie ich chemickych interakcii s ostatnymi
latkami je zasadne vediet’ ich Struktirne zloZenie.

Prvé navrhy Struktary huminovych kyselin boli na svet ukazané F. J. Stevensonem (1972) a
R. D. Harworthem (1973). Vznikali hypotetézy, Ze Struktura huminovych latok, podobne ako
Struktra hnedého uhlia, bude tvorena kostrou so zabudovanymi polyaromatickymi
uhlovodikmi. Struktira navrhnutd Stevensonom (Obr. 2) obsahuje fenolické skupiny, volné
I viazané, d’alej chindénové Struktury, dusikaté a kyslikové atomy vo funkcii mostikov
a karboxylové skupiny umiestnené na aromatickych kruhoch. Obsah hydroxylovych skupin je
zavisly na povode pody a pouzitom sposobe spracovania huminovych latok [15].

=0
COCH jo:}i = c (HC-OH) (3acharid) " o
i T R—CH  H HC=0 o o ] 5
[ d L \ 1 r N\ ] 0 | S COOH
o L o0 N OO0 O NN Ny N
HO' \1/ \r — Nl j o— CH-CH, J j T ﬂ
OH  OH 7\ N4 NN N N
' O_\_,:f co W s I e I ] T 00N
Vi \]"— N= /:}—O =
O NH / C])/
!
R—CH O "
g o ; C=0
Huminova kyselina Ys (peptid) (Stevenson 1982)

Y
Obr. 2: Navrh struktury huminovych ldtok podla Stevensona [16]

V dnesSnej dobe pri pokroku v inStrumentalnej a Struktirnej analyze je tento pohlad uz
nedostacujuci. Ukazalo sa, ze skuto¢na struktura huminovych kyselin je ovela viav zlozitejSia.
Na huminové latky sa po dlhej dobre pozeralo ako na polymerné zliceniny s linedrnou
Struktarou, ktoré su obsadené v pddach. V pripade fulvinovych kyselin sa malo jednat’ o latky
s molekulovou hmotnostou do 50 000 Da, pre huminové kyseliny sa hodnota hybala nad
300 000. Taktiez boli povazované z tradi¢ného hl'adiska ako produkty biosyntézy Specifickych
latok, ktoré mali povod z latok ako lignin, celuldza, aminokyseliny a podobne. Tento pohl'ad
0 ich Struktare bol avSak vyvodeny na zéklade laboratornych experimentov s vymodelovanymi
molekulami alebo zo $tudii, ktoré sa venovali vznikom tychto velkych celkov z jednoduchsich
Struktar za danych reakénych podmienok. Tato koncepcia nebola podlozend Ziadnym priamym
dokazom, ktory by dokazoval, Ze v pode za redlnych podmienok takéto reakcie skutocne
prebiehajt [17].
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Huminové kyseliny st makromolekuly, ktoré vo svojich Struktirach maji zabudované
aromatické a alicyklické kyseliny. Medzi aromatickymi skupinami spojenie zaist'uju alifatické
uhl'ovodiky, aminokyseliny a peptidy. Pomocou modernejsich fyzikalno chemickych metdd,
ako napriklad hmotnostnd spektroskopia, gélova chromatografia alebo NMR, sa zistilo, ze
priemernd hmotnost’ jednotlivych molekal huminovych kyselin je o nieco len vacsia ako 1000
Da. Priemernd molekulova hmotnost’ huminovych latok je o to mensia, o ¢o je mensi pomer
hydrofilnej a hydrofobnej ¢asti v molekule. Struktirny model je tak zalozeny na konceptu
micely, ¢ize huminové kyseliny su Struktirou ako micely s hydrofobnymi jadrami a nabitymi
polarnymi koncami [18].

Existuje vSak mnoho indicii, ktoré podporuji u huminovych kyslin konforma¢ne omnoho
zlozitejsiu Struktaru. Hypotézou je ,,supramolekularny* Struktirny model, ¢ize huminové latky
vytvaraju zoskupenia malych molekul, ktoré vznikaju désledkom rozkladu organickej hmoty.
Tieto malé zoskupenia sa nahodne zhlukujt do va¢sich heterogénnych celkov a potom vytvoria
tzv. ,,supramolekulu®. V ramci nejakej podoby s tedriou micel, sa tento systém nechova ako
obvykla micela, pretoze ma iné konformacné chovanie. Pre tento Struktirny model je hlavnym
argumentom pritonost’ slabych vézbovych inetrakcii, ktoré mozu byt reverzibilne narusené.
Slabé viazbové interakcie stabilizuje cely systém a zarovent mézu za zdajucu vel’kti molekulova
hmotnost” huminovych latok [17].

Pomocou NMR bol vytvoreny dalsi pohlad na Struktiru huminovych latok. Ten
predpokladd existenciu makromolekuldrnych agregatov, ktoré su zlozené z vel'kého mnozstva
nizkomolekularnych (< 2 kDa) organickych komponentov ako napriklad alifatické kyseliny,
estery, étery, alkoholy, aromatické fragmenty ligninu, polypeptidy a polysacharidy. Su k sebe
navzajom sputané celou radou slabych védzbovych interakcii a vizbovych mostikov cez iony
kovov. Na Obr. 3 je znazornena navrhnutd schéma supramolekularnej Struktiry podla
Simspona [19].

Polysachandy

Alifaticky
TEIEZEC  —

[
Aromaticky fragment

ligniu

Obr. 3: Struktira huminovych kyselin navrhnuta Simpsonom [19]
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Podl'a novsich poznatkov je supramolekula tvorend aromatickymi zlu¢eninami, ktoré
vytvaraju niekol’ko hydrofébnych agregatov s nizkou wvnutornou mobilitou s mensSimi
molekulami, ktoré sa zhlukuju do velkého mnozstva mobilnych molekularnych zoskupeni
hydrofilného charakteru [19]. DetalnejSie preskimanie tohto Struktirneho modelu by mohli byt
napomocné pri ziskavani d’alSich znalosti o huminovych kyselindch, huminovych latkacha
humusu vSeobecne. Objasnilo by to celkové vicsie pochopenie cyklusu tychto latok v pode
a v prostredi. Ich tvar makromolekul hra vel’ku rolu na ich sorpéné a komlexotvorné vlastnosti.
Zoskupenie makromoelkul je silno ovplyvnena pH prostredim a i6novou silou. Pri nizkom pH
ma makromolekula pevna globularnu Struktiru, pri zvySovani pH sa Struktura zohybiiuje
a linearizuje. Pri nizkej koncentrécii soli sa moéze vytvorit neusporiadand siet. Zmena
konformécie vplyvom pH je inasledne zodpovedna za nerozpustnost huminovych kyselin
Vv kyslom prostredi [21].

3.2.2 Moznosti modifikaciaie Struktiury HL

Struktara HL je velmi komplexna a obsahuje velké mnozstvo réznych typov funkénych
skupin. Pre stadie Struktiury su preto vhodnejSie stabilné derivaty HL, pre ich jednoduchsie
stadium [16]. Derivaty maju selektivne blokované konkrétne funkéné skupiny, ¢o sa vyuziva
pri $tadiu kyslosti HL alebo vplyvu funkénych skupin na reaktivitu HL v r6znych procesoch
[22].

Vyznamnou technikou pre vznik Strukturnej modifikacie HL je esterifikacia karboxylovych
skupin pomocou metanolu a tionyl chloridu. DalSou technikou je acetylacia fenolovych a
alkoholovych hydroxylov pouzitim anyhydridu kyseliny octovej a kyseliny sirovej. Andelkovi¢
a spol. vo svojej stadii [23] pouzili esterifikaciu karboxylovych skupin, ktoré boli premenené
na metylestery. Tymto sa prejavila vysoka selektivita, $pecifickost’ a uc¢innost’ techniky, na
rozdiel od acetylécie, kde nastala blokacia aj inych funkénych skupin, okrem hydroxylovych.

NasSa fakulta prispela svojim dielom k Studiu derivatov HL. Klu¢édkovéa a spol. pouzili
(Diazometyl)trimetylsilan (TMS-DM), ktory je komeréne dostupny a pouziva sa k ucelu
metylacie karboxylovych skupin a fenolov, k metylacii HK. Skimali vplyv metylovanej
modifikacie na diftziu. Metylované HK vykazovali pokles rychlosti difizie med’natych ionov
vich vytvorenych precipitacii, ¢o bolo sposobené niz§im obsahom karboxylovych skupin
oproti nemodifikovanych HK [24], [25].

3.2.3 Aplikacia huminovych kyselin

Doékazom aké vynimoc¢né latky st huminové latky je Sirka ich pouzitia, ktora zahriuje na
prvy pohl'ad nespojitel'né oblasti pol'nohospodarstva a biomediciny. Balneoterapia je jedna z
medicinskych aplikacii HL, zahriiuje vyuzZitie raseliny k uzdravujucim ucelom. Dalej HL
vykazuju antivirovu aktivitu, znemoziuje vytvarat' vizbu virov na povrch bunky, ma pozitivny
vplyv na hemokoagulaciu a fibrinolyzu a maju protizapalové uc¢inky [26].V oblasti zapalovych
onemocneni st HL a produkty dlhodobo Studované. Protizdpalové ucinky HL sa stavaji
bezpecnou alternativou v liecbe a prevencii zapalovych nemoci, kde by nahradili rizikové
nesteroidné protizapalové lieciva [27].
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V oblasti poI'nohospodarstva sa prvotne pouzivali huminové kyseliny ako hnojivo. Je pre ne
typické, Ze i ich vel'mi nizka koncentracia v péde ma pozitivny vplyv na rastlinu. Nasledné
zvySenie koncentracie HK prinesie zvySenie tohoto efektu len vtedy, ak sa stcasne zvysi i
uroven dal’Sich vonkajsich faktorov, ako napriklad mineralnych Zivin alebo slne¢ného svetla.
Huminové kyseliny st v béznych podnich podmienkach pevne viazané na mineralny podiel
pody a st vo vode nerozpustné. Z pohl'adu pol'nohospodarskej produkcie su preto prakticky
vyznamné len vodorozpustné soli huminovych kyselin, predovstkym humaty vapenaté [28].

Huminové kyseliny reaguju na oxidac¢no-redukéné podmienky prostredia, v ktorom sa
rastliny rozvijaju. Bolo ziStené, ze pri nedostatku kyslika HK ul'ah¢ujt rastlindm dychanie
a zvysSuju intenzitu koreniového dychania [29].

V podé su sucastou uhlikového cyklu, zdrojom uhlika, ale i d’alSich zivin pre rastlinu a
zaroven dokazu oteplovat’ podu, pretoze st schopné absorbovat’ slne¢né paprsky [19].

3.3 Fluorescencia a jej vyuzitie pre Stadium Struktiry HL

Fluorescencia je emisia svetla latkou, ktora moze nasat’ pri navrate elektronu z excitovaného
stavu na zakladny stav. Do okruhu luminiscen¢nej spektrometrie patri: molekulova
fluorescencna spektrometria, molekulova fosforescencna spektrometria a chemoluminiscencna
spektrometria. Elektronové stavy viaésiny organickych molekul mozu byt rozdelené na
singletové (elektronovy par ma opacny spin)a tripletové (elektronovy par ma rovnaky spin). Po
absorpcii ultrafialového ziarenia molekulou dojde k excitacii elektrénu z ich vibraéného stavu
na zékladnej elektrénovej hladine na jednu z mnohych vibracnich hladin v elektronovom
excitovanom stave. Vac¢sinou sa jedna o prvy excitovany singletovy stav. Molekula na vysokej
vibra¢nej hladine pri koliziach s okolitymi molekulami straca rychlo energiu a prechadza na
janiZ§iu vibra¢nu hladinu. Ak nastane prechod na zakladnu elektronovia hladinu zo singletového
excitovaného stavu pri suasnom vyziareni nadbyto¢nej enegie formou emisie fotonov, tak
hovorime o fluorescencii. Hlavnou charakteristikou fluorescencie st intenzita (poc¢et fotonov
prechédzajucich v danom smere jednotkovou plochou za jednotku €asu), spektralne zloZenie
(spektralna hustota fotonového toku na jednotkovy interval vinovych dizok alebo frekvenci),
polarizacia (smer kmitania elektrického vektoru elektromagnetickej viny), doba dohasenia (je
dana vnttornou dobou Zivota excitovaného stavu, z ktorého dochadza k emisii) a koheren¢né
vlastnosti (vztahy medzi fazami svetelnych vin) [30].

Pre velké mnozstvo organickych molekul plati zrkadlova symetria medzi absorpénym a
fluorescenénym pasom. Dovodom je fakt, Ze absorpcia aj emisia z odpovedajucich vibra¢nych
hladin majt rovnaku relativnu pravdepodobnost’. VacSina absorbujucich a emitujucich molekul
sa nachadza v ronovaznom vibra¢nom stave, pricom vibracna Struktara zékladného
I excitovaného stavu maju rovnaka Struktaru. Vynimky tejto zrkadlovej symetrie st vacSinou
dosledkom rozdielného geometrického usporiadania atomovych jadier v excitovanom stave
oproti usporiadnia v zakladnom stave. Energia emitovaného ziarenia vo forme fluorescencie je
mensia alebo rovnéa absorbovanej energii. Vd'aka tomu je posunuté fluorescencné spektrum
danej latky k vy3$§im vlnovym dizkam oproti absorpénému spektru. Rozdiel’ v energiach medzi
maximami absorpéného a emisného pasu nazyvame Stokesov posun (Obr. 4) [31].

15



I\ STOKESOV POSUN
-

= ABSORPCIA
= EMISIA

INTENZITA

VLNOVA DLZKA

Obr. 4: Hustracia Stokesova posunu medzi absorpénym a emisnym spektrom fluroforu

Pri dlhodobom zotrvani elektronu v hladine tripletu sa méze molekula prisunom energie
znova dostat’ vo vzbudeného stavu aobjavi sa oneskorend fluorescencia alebo energia
tripletového stavu moze byt prenesend na inii molekulu, ktord potom vysiela Ziarenia tzv.
senzibilizovanej fluorescencie. Pri fluorescencii sa uplatiiuje niekol’ko dolezitych zakonov
a pravidiel:

e Stokesov zédkon: VInova dlzka pri fotoluminiscencii je vic¢Sia alebo rovna vinovej dlzke
excita¢ného svetla.

e Vavilovov zdkon: Kvantovy vytazok a doba trvania excitovaného stavu zlozitych
molekul v roztoku nezavisi na vinovej dizke budiaceho Ziarenia. Z toho vyplyva obecna
vlastnost’ fluorescencie: Emisné spektra ¢istych vzorkov st nezavislé na vinovej dizke
excitacie.

e Kashovo pravidlo: Pred emisiou fluorescen¢ného kvanta dochadza véacsinou K relaxacii
vibra¢nej energie a vnutornej konverzie, takze fluorescenény prechod nastava
z najnizsej vibracnej hladiny prvého excitovaného stavu Si.

Niekedy dochadza k obrateniu spinu excitovaného elektronu a tym padom molekula sa
dostava do tripletového excitovaného stavu. Ak pri navrate molekuly do zakladného vibra¢ného
stavu straca elektron energiu vo forme fotonu, jedna sa o fosforescenciu. Povodne sa oba
fenomény odliSovali tym, ¢i su zistitelné vol'nym okom len pri svitu emitujticej latky alebo
I potom, ¢o svit skonéil. Ak emisia ziarenia skoncila ihned’ so svitom, bolo to oznacené ako
fluorescencia. Ak trvala i po skonceni svitu, bol jav oznaceny ako fosforescencia.

Doba trvania tripletového stavu moze byt i védcSia ako 10s, doba trvania singletového
excitovaného stavu je len v rade 108-10°s. Také Ziarenie vyziarené pri fosforescencii ma
vyssiu vlnovi dizku ako fluorescencéné Ziarenie. Na Jablonskom diagrame (Obr. 5) st
zobrazené Ziarivé a neziarivé prechody medzi excitovanymi a zakladnimi vibracnymi stavmi.
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Obr. 5: Jablonského diagram [31]

Vztah medzi fluorescenciou a fosforescenciou je vaéSinou nepriamo umerny, ak je
forforescencia latky mala, tak intenzita fluorescencie rastie. Vseobecne je intenzita
luminiscencie ovplyvnena teplotou, viskozitou prostredia, vlastnostami rozpustadla, aciditou
prostredia, koncentraciou vzorky a iné. Fluorescenéné fotometry pouzivaju filtry k vymedzeniu
vlnovej dizky excitaéného a emisného Ziarenia. ZloZitejsie fluorescenéné spektrofotometry
maji dve mriezkové monochromatory. Zdroj ziarenia musi mat’ dostato¢nu intenzitu, ¢asto sa
pouziva ortutova vybojka alebo vysokotlakova xendnova vybojka, pripadne laser [32].

3.3.1 Zhasanie fluorescencie

Pod pojmom zhéSanie sa rozumie pokles intenzity fluorescencie ddsledkom rdznych
molekularnych interakcii fluoroforu. Latka spdsobujuica tento pokles je nazyvana zhaSac. Ako
zhésag fluorescencie funguje mnozstvo latok, vzdusny kyslik, halogény, i6ny tazkych kovov a
pod. Fluorescen¢nd metdda zaloZena na zhasani fluorescencie pre Stidium reakcie medzi HK a
réznymi polutantami je vyuZivana vdaka svojej spolahlivosti, nizkej ¢asové naro€nosti a
relativnej jednoduchosti [33], [34].

Z hl'adiska typu kontaktu medzi fluoroforom a zhaSaCom sa rozliSuje zhaSanie dynamickeé
nebo statické. Pri dynamickom zhaSani dochadza k diftiznej interakcii fluoroforu so zhaSacom.
Po tejto interakcii sa excitovany fluorofor vracia do zakladného energetického stavu bez emisie
fotonu, Cize nedochadza k Ziadnej chemickej zmene molekul, fluorofor uvol'ni absorbovant
energiu bez Ziarenia. Pokles intenzity popisuje Stern-Volmerova rovnica, ktord ma rozdielny

tvar v dynamickom a statickom zhaSani. V dynamickom ma tento tvar:
FO
F=1+kq-r0.[Q]=1+|<D-[Q] (1)

kde Fo a F st intenzity fluorescencie bez, respektive so zhasatom, Kq je bimolekuldrna zhésacia
konstanta, 7o je doba Zivota fluorescencie za nepritomnosti zhaSaca, [Q] predstavuje

koncentraciu zhasaca a Kp je Stern-Volmerova zhasacia konstanta, ktora predstavuje citlivost’
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interakcie fluoroforu ku zhasadu. Cim vidsia je hodnota tejto konstanty, tim je vicsia
pravdepodobnost’ difizneho kontaktu.

Pri statickom zhasani dochadza k vzniku vdzby medzi fluoroforom a zhaSacom, ¢im sa tvori
nesvietivy komplex. Ak tento komplex absorbuje svetelnii energiu, vracia sa ihned’ do
zakladného energetického stavu bez emisie fotonov. Interakcia medzi komponentami a vznik
vizby je to, ¢im sa tieto dva typy zhésania liSia od seba. Stern-Volmerova konstanta ma rovnaky
tvar ako v rovnici Chyba! NenaSiel sa Ziaden zdroj odkazov., len v tomto type zhasania je
konstanta Kp nahradena konstantou Ks, t.j. asocia¢na kons$tanta vzniku komplexu [33]. Jej tvar
je nasledovny:

-1k, ry [Ql=1+ K, - [0) 2)

3.3.2 Fluorescen¢na spektroskopia

Analytické techniky zaloZené na S§tidiu fluorescencie st vel'mi pouzivatel'né, kvoli ich
vysokej citlivosti, selektivite a moznosti ¢asového rozlisenia. Priamou fluorescen¢nou metdédou
mozeme merat’ len fluoreskujuce latky. Pristroj pracuje v rozsahu prislusnych vinovych dizok
excitacie a emisie. V pripade nefluoreskujiceho analytu sa vyuZzivaju nepriame metddy, ako
napriklad zhéasanie [34].

Fluorescenéné meranie je rozdelena dva zakladné typy. Prvym a viac vyuzivanym typom je
ustalena (z angl. steady-state) fluorescencia. Je realizovana pri konstantnom osvetlovani a
pozorovani. Vzorka je oziarena suvislym lu¢om svetla a nasledne je zaznamendvané emisné
spektrum. Druhym typom je ¢asovo rozliSena (z angl. time-resolved) fluorescencia. Je zalozena
na $tadiu poklesu intenzity fluorescenie po ¢asovo obmedzenej excitacii. V suc¢asnej dobe sa
tento typ fluorescencie realizuje pomocou metédy TCSPC (z angl. Time Correlated Single
Photon Counting), ¢ize ¢asovo korelovanym s¢itanim fotonov [33].

3.3.3 Excita¢no-emisné spektra

Tento spdsob merania ustalenej fluorescencie sa stale pouziva ¢oraz viac, hlavne pri analyze
zmesi fluoroforov alebo nezndmych vzorkov. EEM v spojeni s huminovymi latkami bolo
pouzité na rozliSenie pddnych a vodnych huminovych latok a k odliSeniu huminovych kyselin
od fulvinovych pochadzajicich z rovnakého zdroja [35]. Spojenie excitatného a emisného
spektra nam umoznuje zistit’ presné polohy maxim itenzity fluorescence, ale zaroven mame
k dispozicii celkovy obraz celého spektra v danych vinovych dizkach, ¢ize od samostatného
emisného alebo excitacného spektra ndm EEM spektra poskytuju viac spektralnych informacii
0 analyte.

Intenzita fluorescencie emitovana vzorkom zavisi na pouzitej excitacnej a emisnej vinovej
dizke. EEM obsahuje vietky stacionarne stavy fluorescenénych vlastnosti fluoroforu a intenzita
fluorescencie (1) pri je popisana tymto vztahom:

I, =s -(s?'“ )T +e, (3)
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kde s as®™ su excitacné a emisné spektralne vektory a €jj je ich zvy$na chyba, Indexy i aj
oznaduju i-tou excitaénl alebo j-tou emisna vinovt dizku. V pripade, e spektrum obsahuje
niekol’ko fluoroforov, tak suhrnnd intenzita zévisi na suctu intenzit jednotlivych EEM.
V maticovom zapise EEM vzorkov moze byt vyjadrena ako 1(Nex, Nem), Kde Nem @ Nex vyjadruja
n excitaénych, respektive emisnych vlnovych dizok. Ich kvadraticky rozklad méze byt
popisany touto rovnicou:

| =Sex.(sem)T+E, (4)

kde matice S¥(nex, Nr) @ S*M(nex, Nf) obsahujli excitacné a emisné spektra ns fluoroforov. E(Nex,
Nem) je zvy$na chyba matice popisujuca odchylky, ktoré nie su zahrnuté v ( S* ~(S e )T ) [36].

Ako bolo skor popisané, huminové latky su tvorené zo zmesi roznych organickych latok.
S cielom identifikacie, aké Struktirne komponenty sa nachadzaju v huminovych latkach, bolo
zrealizovanych vela studii a analyz EEM spektier na zmesi latok, u ktorych sa predpokladalo,
Ze by sa mohli nachadzat’ v s$truktire huminovych latok. Spektrum huminovycch latok v sebe
odraza jednotlivé fluorescencné prispevky tychto zloziek, tym padom vzniknuty celkovy obraz
je plny prekryvov ich emisnych a excitaénych spektier. Na druhu stranu fluorescencia mdze
byt dosledkom intramolekuldrnych interakcii, pri ktorych dochédza k prenosu néboja
z donorovych hydroxylovych skupin na akceptorové skupiny chinonov. Z tohto dévodu sa
nemozeme pozerat' na fluorescencné spektra HL ako len na prekryvy, ktoré st dosledkom
velkych mnozstiev nezavislych fluoroforov. Metoda EEM bola vyuzita u vodnych vzorkov ako
pomocka pri sledovani huminovych latok v riekach alebo ich primorskych deltdch. Taktiez sa
pouzila k stopovaniu jednotlivych zloZiek HL. Vysledkom bolo Ze pomocou EEM je schopné
ur¢it’ nie len potenciondlny vyskyt odliSnych HL, ale EEM je schopna urcit’ percentudlne
zastupenie v danej zmesi [37], [38].

Medzi nevyhody tohto typu merania patria vel'’ké naroky na ¢as potrebny na skenovanie celej
oblasti avInovou dizkou obmedzujiica reprodukovatelnost nameranych dat. Neda sa ale
popriet’ prinos velkého mnozZstva informacii, ktoré nam o danej zmesi dokéze poskytnut’, a tym
padom nam umoznuje mat’ §irSi komplexnejsi pohl'ad. V porovnani s ostatnymi metédami je to
relativne rychla analyza, pretoZe ndm umoZnuje pocas jedného merania identifikovat celu radu
zlt€enin. Vel'kou nevyhodou EEM metody je Ze rozne EEM spektra st snimané v rdznom case,
¢iZe toto meranie nie je vhodné pre meranie ¢asovo premennej intenzity fluorescencie. Ak by
sme chceli merat’ Casovo rozlisnu fluorescenciu, potrebovali by sme iny spektrofluorometer
a iny laserovy zdroj ziarenia. Je ale nutné dodat’, ze existuju rozne kombinacie EEM s dalsimi
viacrozmernymi datovymi analyzami, ktoré umoznuje tnato ¢as vyznamne skratit’ [39].

3.3.4 Vnitorny filtraény efekt

Intenzita fluorescencie je priamoumernd koncentracii fluoroforu len v ur€itom rozsahu
optickych hustot. V pripade vySSej koncentracie fluoroforu dochadza k odchylke od lineéarnej
zavislosti, sposobené vnutornym filtraénym efektom. Tento jav moze zniZzovat intenzitu
excitacného aj emisného Ziarenia spatnou absorpciu emitovaného svetla. Kvoli posobeniu tohto
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efektu je nutné emisné data, ktoré sme ziskali experimentéalne, korigovat’. Ku korekcii je mozné
pouzit’ vzt'ah podl'a Lakowiczeho [33], ktory je definovany nasledne:

OD,, +OD,;,

For =Fpe 10 2 (5)
kde Fcor je korigovana hodnota nameranej intenzity fluorescencie, Fors je namerana intenzita
fluorescencie, ODex je opticka hustota pri excita¢nej vinové dizke a ODem je optické hustota pri
emisnej vinovej dizke. Ak je opticka draha $tudovaného vzorku dlhd 1 cm, je mozné nahradit’
optické hustoty za absorbancie a korekény vzt'ah zndzorneny v rovnici (1) je zmeneny na tento
tvar:

Abx+p¥3m
= I:obs 10 2 (6)

F

corr

kde A, je absorbancia pri excitaénej vinové dizke a Aen je absorbancia pri emisnej vinovej
dizke.
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4 SUCASTNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

4.1 Metédy vhodné na Stidium medzimolekulovych interakcii medzi
organickymi latkami
Problematike s$tadiu ich medzimolekulovych interakcii sa venovalo vel'a autorov. Vd’aka
Sirokej sucasnej ponuky technik Struktirnej analyzy organickych molekul je v literarnych
zdrojov mozné najst’ obrovské mnozstvo prikladov (viz. Tabulka 1) vyuzitych na tuto

problematiku, od spektroskopickych (NMR, FTIR, UV-VIS), zobrazovacich (mikroskopia) az
po nepriame nespektroskopické fyzikalno-chemické metddy (kalorimatria).

Tabulka 1: Metody vyuzivané na Studovanie medzimolekulovych interakcii medzi organickymi latkami

Metody: Analyty: Zdroje:

Spektroskopia s optickymi technikami Rozhranie kvapalina-kvapalina [40]
(voda a organické latky)

Hydrogénova nuklearna magneticka Deltamethrin (DM), monomer [41]

rezonanc¢na sprektroskopia (*H-NMR) akrylamidu (AM)
Infracervena spektroskopia s Fourierovou
transforméciou (FTIR)

AFM-SMFS (Single-molecule force Cohesin, Dockerin [42]
spectroscopy based on atomic force
microscopy)

SSNMR spektroskopia (Solid-State) Protein GB1 (krystalicky a zrazeny | [43]
antitelovy komplex)
UV-VIS spektrofotometria Binarne zmesi sulfolanu a alkoholov | [44]

A-ratiometria (wavelenght ratiometry) BMFC (6-bromomety-2-(2-funaryl)- | [45]
3-hydroxychromon), FA (2-(6-
diteylaminobenzofuran-2-yl)-3-
hydroxychromon, 3HC (3-
hydroxychromon)

Izotermalna titra¢na kalorimetria (ITC) Protein tyrozin fosataza 1B [46]

Spektroskopia vo vSetkych jej formach vykazuje skvelu ucinnost’ v skimani ako metdda,
najmd v kombin4cii s inymi optickymi technikami. Za poslednych 30 rokov ako technologia
postupuje, citlivost’ existujacich technik sa zlepsila. Cielom prace Pereru a Stevensa bolo
zhrnutie pouzitia spektroskopickych metdd na Stidium molekuldrnych interakcii na rozhrani
kvapalina-kvapalina. Medzi spomenutymi metoédami boli FTIR spektroskopia, UV-VIS
spektroskopia, Ramanova spektroskopia s pouzitim nekonvencnich meriacich technik ako ATR
(attenuated total internal reflection), TIR (total internal reflection), CLM (centrifugal liquid
membrane), VSF (vibrational sum-frequency) a d’alSie iné. V zavere poukazali na to, ze i ked’
vd’aka spomenutym metédam Studovanie rozhrania kvapalina-kvapalina napredovalo, je eSte
stale ¢o dosahovat’, aby spektroskopia ako neinvazivna metdda davala lepsi pohl'ad a overenie
hypotéz vyvodenej z vysledkov molekularneho modelovania. Spektroskopické merania stale
poskytujti zaujimavé a urodné informacie o rozhrani kvapalina-kvapalina [40].
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Xie a spol. zacali skiimat’ Deltamethrin (DM), ¢o je toxicky pesticid, ktory bol pouzivany
rozSirene na zamedzenie Skodcov v pol'nohospodarskej produkcii. Cielom ich prace bolo
preskimat’ intermolekularne interakcie medzi vzorkami molekulul DM a funkénym
monomérnym akrylamidom (AM) pomocou hydrogénovej nuklearnej magneticko rezonanéne;j
sprektroskopii (*H-NMR) a FTIR spektroskopie. Pre meranie sil vodikovych vizieb
vytvorenych medzi vzorkou a monomérom bola pouzita *H-NMR spektroskopia. Pri vytvoreni
vodikovej vizby dochddza k znizeniu hustoty protonov, ktoré sa podiel’aji na jej vytvoreni, ¢o
moze spdsobit’ paramagneticky chemicky posun protoénu k oblasti slabsieho pola (z angl.
downfield). Cim vd¢si je chemicky posun, tym je silnejsia interakcia medzi vzorkou
a monomérom. FTIR spektroskopia, ktord je uzitocnd na identifikdciu inkorporovanych
funk¢nych skupin, kvantifikaciu stupna polymerizacie a stanovenie typov polymerizovatelnych
skupin pritomnych v reaktivnom monoméri, bola vyuzitd na rozoznanie tvorby vodikovych
vézieb. Na FTIR spektrach DM-AM komplexov boli zaznamenané posuny pikov voci spektram
DM a AM, ¢o potvrdilo pritomnost’ vodikovych vizieb v DM-AM komplexoch [41].

Spektroskopické metddy v kombinacii so zobrazovacimi technikami su ¢asto pouzivané pre
identifikaciu a sledovanie medzimolekulovych interakcii, ¢o ukazuje i ¢lanok od Dr. Vera
a Carridna-Vazqueza. Ti pouzili AFM-SMFS na meranie intermolekularnych sil zapojenych do
interakcii protein-protein na molekuldrnej urovni. Problematikou bol fakt, ze existuje
nedostatok beznych metdd na priamu identifikaciu len intermolekularnej interakcie pocas
rozpadu vézby v rdmci jednej molekuly. V praci bola popisany postup na meranie interakcii
protein-protein pomocou AFM-SMFS, ktord umoznila priamu identifikdciu pikov disociacnej
sily, zatial' ¢o bola zariadena nemennost’ podmienok v danej molekule. Identifikacia danej
molekuly je zabezpecena polyproteinovym ,.fingerprinting, zatial ¢o intermolekularna
interakcia je zaznamenand charakteristickym zvySenim dizky obrysu, ktora bola spdsobena
roztrhnutim vazby. Cela stratégia sa demonstrovala interakciou Cohesin-Dockerin [42].

Skumaniu intermolekularnych interakcii proteinov sa zaoberal i Lamley a spol., ktori okrem
toho skumali 1 proteinové dynamiky (Siroka Skala biofyzikalnych procesov, od enzymatickych
katalyz a viazanie ligandov az po molekulové rozpozanie a signalizovanie). Skumany bol
protein GB1 v dvoch formach, krystalicky GBI a zrazeny GB1-antitelovy komplex. Pre toto
skimanie bola zvolena NMR spektroskopia, presnejsie SSNMR (Solid-State) spektroskopia,
ktora nie je obmedzena malymi hodnotami vel'kosti a hmotnosti molekul analytu a teda mozZu
byt iou merané biomolekuly S hmotnost'ou iba par stoviek kilodaltonov. Nasledne boli obidve
formy GB1 vystavené velkou Skalou réznych latok a zrazenin. SSNMR spektra obidvoch
foriem GB1 boli takmer totozné az na par miestach, ktoré st pripisané réznym
intermolekularnym kontaktom s ur¢itymi zrazeninami, ¢o je sposobené réznorodostou foriem
proteinu GB1 [43].

Sarijloo a spol. skimali solvatochromatické parametre celej $kaly binarnych zmesi sulfolanu
a par alkoholom pomocou UV-VIS spektrofotometrie. Hlavny cielom bolo skimanie KAT
parametrov o, B, © (Kamlet-Abboud-Taft) a Reichardtova $kala polarity (E1(30)). Vysledkom
bolo zhrnutie zavislosti empirickych parametier rozpustadiel Et(30), a, B, ©° na interakcie
alkoholov so sulfolanom. Pre prvé tri spominané parametre sa empiricky zvySovali so
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zvySovanim po pridavani alkoholov v binarnych zmesiach sufolanu. Hodnota & * pre zmesi sa
znizovala so zvy$ujiicou sa molarnou hmotnostou alkoholov. Hodnoty Et(30), o, n" boli
pozitivne v ceom rozsahu zloZenia pre vSetky binarne zmesi, zatial’ co hodnoty B boli negativne
[44].

Demchenko z Akadémie vied v Ukrajine popisal vyuzitiec A-ratiometrie v Stadii
intermolekularnych interakcii. Popisuje ju ako jednu z najobl'ibenejSich metdd na Stidium
intermolekularnych interakcii, ktora umoziuje ziskanie termodynamickych a kinetickych
parametrov a moze byt pouzitd v réznych snimacich a zobrazovacich technologiach. V
porovnani s jednoduchym zaznamenanim intenzity umoziuje zabranit mnohym technickym
problémom a naopak umoznuje realizaciu mnoho novych moznosti. Vo svojej praci sa zameral
na sledovanie praktickych aspektov A-ratiometrickych snimani s pouzitim jednoduchych, dvoj
a multiflorescencnych ziariov, ktoré si zalozené na roznych mechanizmoch. Kazdy
mechanizmus produkuje charakteristické spektroskopické zmeny. Nakoniec bolo popisanych
niekol’ko prikladov tspesného uplatnenia tejto metddy, ako napriklad v Stadiu interakcii
nukleovych kyselin, viazanie ligandov na proteiny, konforma¢né zmeny v interakcii protein-
protein. Popisany boli vyhliadky na d’al$i rozvoj, kedy by sa dala pouzit'" A-ratiometria
s d’alsimi metédami na rézne zaujimavé vyskumy a aplikacie [45].

Leavitt a Freire sa zamerali na izotermalnu titra¢nt (ITC) kalorimetriu a na jej vyuZzitie
v stadiu tvorby vézieb ligandov na proteiny. ITC sa Casto pouziva na $tidiu navézovania
malych molekul na proteiny, ale taktiez méze byt neocenitelnou pomockou k $tadiu interakci
protein-protein. Tieto vyhody ITC vyuzili autori k va¢Siemu pochopeniu tychto procesov, aby
mohli ziskat' uzito¢né informacie ako napriklad interakcia doména-doména, rozpoznanie
proteinov, vézba protilatka-receptor a ich membranové splynutie. ITC je technika ktord moze
vyrieSit entalpické a entropické zlozky vidzbovej afinity. Pretoze tieto zlozky suvisia
s konstrukénymi parametrami, mézu byt’ pouZzité ako pomdcka k molekulovému dizajnu. Mézu
sluzit' na overenie vypoctov o Struktire zaloZzenej na vypoctovej predpovedi vidzbovej
energetiky a ako spdsob rozvoj preciznej Struktury / energetickej korelacie. S ¢asom ako sa
zlepsuje spolahlivost, citlivost’ a presnost inStrumentacie ITC, ocakava sa jej vzrast doleZitosti
v intromolekularnom dizajne vo vSeobecnosti a Ciasto¢ne i Vv dizajne drog a omamnych latok
[46].

4.2 Interakcie huminovych latok s réznymi latkami

Mnoho autorov prispelo svojimi pracami K interakcii huminovych latok so Sirokou skalou
latok (napr. farbiva, tenzidy, biocidy, farmaceuticky zaujimavé latky, a pod.) do celkového
stavu poznania. To sved¢i, ze kazda vedecka spolo¢nost ma zaujem o huminové latky a ich
vyuzitie vo svojich odvetviach.

Tabulka 2: Metody vyuzivané na Studovanie interakcii huminovych kyselin

Metody: Interagovana latka s HL: Zdroje:
Fluorescencna spektroskopia chrém (VI) vo forme Cr,07% [47]
zinoCnaté i0ny [48]
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Tricyklické antidepresiva [49]
CFM (chemical force microscopy) Substraty odstranene pocas Cistenia | [50]
vody
Zhasanie fluorescencie Polyaromatické uhl'ovodiky, triazoly | [51]
série fungicidy
Molekularna fluorescencné spektrometria | naftalén [52]
IFTR spektroskopia zinoCnaté i6ny [48]
Stadium uvol'tiovania proténov
UV-VIS absorpcia chrém (VI) vo forme Cr207> [47]
FTIR spektroskopia fosfatové hnojiva (PHA) [53]
NMR spektroskopia
X-ray fotoelektronova spektroskopia

Gu aspol. studovali vizbovi interakciu chrému (VI) vo forme Cr,O7* s huminovou
kyselinou pomocou UV-VIS absorpcie a fluorescen¢nej spektroskopie. Fluorescenéné
spektralne tidaje poukéazali na vizbovi interakciu medzi Cr,O7> a huminovou kyselinou
a pomocou udajou sa zhotovila vizbova konsStanta. Narast teploty sposobil pokles hodnoty
viizbovej konstanty huminovej kyseliny s Cr,07>. Termodynamicka analyza ukézala, ze do
procesu vézby pri pH 6,5 boli zapojené multi-intermolekularne sily vratane vodikovych vizieb,
hydrofobnich a elektrostatickych sil. Spektralne udaje tiez naznadili, ze Cr.07> ovplyviovali
$truktary aromatickych jadier v huminovej kyseline. Dalej analyza molekularneho modelovania
ukézala, e pri viizbe s Cr.07% s HK hrali kI"i¢ovti ulohu vel'a reaktivnych skupin a viizbovych
dutin v Struktare HK [47].

Boguta a spol. Studovali interakcie medzi huminovymi kyselinami, ktoré boli ziskané
Z rozlicnych zdrojov, a 16nmi zinku. Na Studium boli pouzité r6zne metddy, ako napriklad
fluorescencna spektroskopia, infracervend spektroskopia alebo Stadium uvoltiovania protonov.
Pri vSetkych metodach sa Studovali faktory vplyvajice na interakciu. Pri fluorescencnej
spektroskopii sa skimal zdroj huminovych kyselin, koncentracia zino€natych i6nov, pH
prostredia. Pri infraervenej spektroskopii porovnavali FTIR spektra HK a HK-Zn komplexov,
ktoré poskytli dodato¢né informacie o Struktirnych zmenach v interakcii. Pri poslednej
spominanej metode, $tiidiu uvoliovania protonov, sa zistilo, ze pri klesani pH roztoky HK pri
zvySovani koncentracii Zn nastava vymena protéonov a chemickych interakcii medzi
nedisociovanymi funkénymi skupinami HK a ionmi kovov [48].

4.2.1 Interakcie huminovych latok s organickymi latkami

Mordvinova a spol. skiimali medzimolekularne interakcie medzi huminovymi latkami (HS)
a tricyklickymi antidepresivami (TA), amitriptylinom, nortriptylinom, imipraminom a
desipraminom, sa prvykrat zistili pomocou fluorescen¢nej spektroskopie. Na vysvetlenie
fotodegradacie TA molekul sposobenej fotolyzou huminovych latok slne¢nym ziarenim boli
navrhnuté¢ dva najjednoduchSie modely predpokladajice koordinidciu jednej alebo dvoch
molekul TA vo vazbovych centrach HS [49].

Tchaikovskaya a spol. metédou zhasania fluorescencie skumali interakciu huminovych
kyselin s polyaromatickymi uhl'ovodikmi (PAH) a triazolmi série fungicidov (cyprokonazol
a tebukonazol) v zavislosti od koncentracie latok v roztokoch aich §truktirnych vlastnosti.
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Huminové kyseliny sa modifikovali mechanicko-chemickou aktivaciou v planetarnom mlyne.
V komplexe modifikovanych HK a PAH s fungicidmi sa preukazali intermolekularne
interakcie medzi komponentami, ako napriklad donor-akceptorové a hydrofébne vizby.
Pomocou ChemOffice CS Chem3D 8.0 zalozeny na metdédach molekularnej mechaniky
a molekularnej dynamiky boli odhalené termodynamicky stabilné konformacie molekul
biocidov. Molekuly biocidov s pH 7 su v energeticky priaznivej polohe, ked’ st benzénové a
triazolové jadra navzajom takmer rovnobezné. I po okysleni roztokov na pH 4,5 si molekula
cyprokonazolu (CC) zachovava konformaciu, pre ktort st mozné interakcie donor-akceptor:
benzénové jadro v molekule HK predstavuje donor elektronov a triazol je akceptor. V tomto
pripade sa elektronova hustota v CC redistribuuje I'ahSie ako na tebukonazole (TC), ¢o mdze
byt’ sposobené mensim poctom atomov uhlika medzi CC triazolovymi a benzénovymi jadrami.
Triazolové jadro TC je vo vicSej miere protonovang, ¢im ziskava pozitivny naboj a vstupuje
do interakcii donor-akceptor so vzorkami huminovej kyseliny. Vyssie uvedené typy vézieb
umoznuju HK aktivne sa zi€astiiovat’ na sorpcnych procesoch a zabezpecovat’ ich interakciu s
biocidmi a PAH, a teda posobit’ ako detoxikacné ¢inidl4 na rekultivaciu znecistené¢ho prostredia
[51].

V migracii znecistujicich latok z 'udského odpadu do vodného Zivotného prostredia hra
vel'mi dolezitu Gilohu rozpustena organicka hmota. V §tadii, ktoru zrealizoval Tarasenko a spol.,
bol pouzitim fluorescenénych zhaSacimi titracidami zaznamenany vplyv HK na fotochemicku
transformaciou naftalénu sposobenou ozarovanim modelového slne¢ného ziarenia a UV
ziarenia. Po ozarovani sa vypocitali parametre interakcie medzi naftalénom a HK. Zistilo sa, ze
molekularny komplex HK a naftalénu je stabilnejsi vo¢i UV Zziareniu v porovnani s modelovym
slneCnym Ziarenim. DoSli k zaveru, Ze molekularna fluorescencna spektrometria je uZitocnym
citlivym nastrojom na hodnotenie intermolekularnych interakcii HA a naftalénu [52].

Jing a spol. analyzovali kompozi¢né a Struktiuralne zmeny HK v kombinacii s fosfatovym
hnojivom (PHA). Vyskum sa zaoberal u¢inkami PHA na rast kukuri¢nych sadenic so Styrmi
roznymi koncentraciami HK. Na vyskum boli pouzité¢ FTIR a NMR spektroskopie, nasledne
Rentgenova fotoelektrénova spektroskopia. Spektra FTIR a NMR naznacovali, Ze relativny
obsah karboxylovej skupiny v PHA bol vyssi ako v HK. X-ray Photoelektronicka spektroskopia
ukazala, ze relativne mnozstvo vézieb C-C v PHA bolo nizsie ako v HK, zatial’ ¢o pocCet vdzieb
C-H bol opac¢ny. Nakoniec dospeli k zaveru, ze v porovnani s HK, PHA vsak vykazoval horsi
ucinok pri podpore rastu a absorpcie dusika, fosforu a draslika kukuricami. Tento horsi Gi¢inok
by mohol byt’ pripisovany zlej hydrofilnosti a nevhodné mnozstvo PHA [53].
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5 EXPERIMENTALNA CAST

5.1 Pouzité chemikalie

Huminové kyseliny (IHSS standard izolovany z Leonarditu)
Metylované huminové kyseliny (IHSS Standard izolovany z Leonarditu)
Hydroxid sodny o ¢istote > 98 %, Penta
Deionizovana voda (PureLab)
o Voda bola pripravovana pristrojom pre pripravu deionizovanej vody PureLab
fostatovy pufor o pH 6,9-7
o Hydrogenfosforecnan disodny dodekahydrat
o Dihydrogenfosforecnan sodny dihydrat
o Deionizovana voda (PurelLab)

Septonex

5.2 PoutZité pristroje a pomocky

Analytické vahy HR-120-EC, a & D Instruments Ltd.
Spektrofotometer UV-VIS HITACHI U-3900H
Fluorescen¢ny spektrometer Horiba FluoroLog®
bezné laboratdrne sklo a laboratérne vybaveni

High Precision Cell (vyroben4 Quartz SUPRASIL)
Pristroj pre pripravu deionizovanej vody PurelLab

Potenciometricky titrator 888 Titrando Metrohm s magnetickym miesadlom 801 Stirrer
Metrohm

5.3 Software pre zpracovanie a interpretaciu dat

UV-VIS_Spektrometr.exe
Fluorescence.exe
Tiamo.exe

Origin9

OriginLab

Microsoft Office Excel
Microsoft Office Word
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5.4 Selektivna metylacia huminovych kyselin

Cast’ IHSS HK bola podrobena selektivnej metylacii. Dévodom bolo porovnanie a §tidium
vplyvu tejto modifikacie na interakcii s modelovym organickym iénom. Do 6smych kadiciek
bolo navdzené vzdy po 2 g IHSS HK a ku kazdému mnoZzstvu bolo pipetovanych 8§ ml
chloroformu a 4 ml metanolu. Nésledne bolo do kazdej kadi¢ky po kvapkach pridavanych 8 ml
TMS-DM v hexéne. Zmesi boli mieSané 2 hodiny na magnetickej mieSacke v digestory a
nasledne bolo do kazdej kadicky pridanych 1,5 ml TMS-DM. Metylované HK sa najprv susili
v digestory pri laboratornej teplote cez noc a nasledne boli premiestnené na Petriho misky a
suSené¢ v suSiarni pri 40 °C. SuSenie prebichalo dovtedy, kym sa z mHK neodparilo
nezreagované metyla¢né cinidlo. Touto modifikaciou doslo k esterifikacii karboxylovych
skupin v Struktiare HK.

5.5 Laboratérny postup
5.5.1 Ustalena fluorescen¢na spektroskopia
5.5.1.1 Priprava vzoriek huminovych kyselin so Septonexom

Pre experiment sa pripravi zasobny roztok IHSS HK s koncentraciou 0,1 g/l rozpustenim
prislusného mnozstva v 0,01 M NaOH. Rovnako sa postupovalo v pripade mHK. Nasledne sa
vytvoria dve sady vzoriek do odmernych baniek s objemom 25 ml. Vo vsetkych sadach bude
zastipené mnozstvo HK, a mHK, s vyslednou koncentraciou 0,01 g/l. K druhej sade vzoriek sa
k HK, a mHK, pridalo mnozstvo daného zastupcu organickych xenobiotik (Septonex) podla
Tabulka 3. Vzorky boli doplnené fosfatovym pufrom po rysku. Zasobny roztok zastupcu
organickych xenobiotik (Septonex) s koncentraciou 0,1 g/l sa pripravi rozpustenim prislusného
mnozstva v deionizovanej vode.

Tabulka 3: Priprava meracich vzoriek HK, mHK so Septonexom do EEM metody

Mnozstvo [ml]
roztok HK mHK Septonex
HK 2,5 X X
HK+Sep 10/1 2,5 X 0,25
HK+Sep 5/1 2,5 X 0,5
HK+Sep 2/1 2,5 X 1,25
HK+Sep 1/1 2,5 X 2,5
HK+Sep 1/2 2,5 X 50
HK+Sep 1/5 2,5 X 7,5
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mHK X 2,5 X
mHK+Sep 10/1 X 2,5 0,25
mHK+Sep 5/1 X 2,5 0,5
mHK+Sep 2/1 X 2,5 1,25
mHK+Sep 1/1 X 2,5 2,5
mHK+Sep 1/2 X 2,5 5,0
mHK+Sep 1/5 X 2,5 7,5

5.5.1.2 Priprava vzoriek modelovych latok so Septonexom

Roztoky modelovych sloucenin boli pripravené presne navazenym mnozstvom modelove;j

zlG¢eniny na koneénu koncentraciu 0,1 g/l. Navazka bola kvantitativne prevedena do odmerne;j
banky s objemom 200 ml doplnena destilovanou vodou po rysku. Zasobny roztok zastupcu

organickych xenobiotik s koncentraciou 0,1 g/l sa pripravil rozpustenim prislusného mnozstva

v deionizovanej vode. Nasledne podla Tabulka 4 boli pripravené meriacie vzorky do

odmernych baniek s objemom 25 ml a doplnené deionizovanou vodou po rysku.

Tabulka 4. Priprava vzoriek modelovych latok so Septonexom do EEM metody

Mnozstvo [ml]

roztok Gallic acid Pyrogallol Septonex
kyselina gallova 2,5 X X
Gallova+Sep 1/1 2,5 X 2,5
Gallova+Sep 1/2 2,5 X 5,0
Pyrogallol X 2,5 X
Pyrog+Sep 1/1 X 2,5 2,5
Pyrog+Sep 1/2 X 2,5 5,0
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5.5.1.3 Analyza vzoriek

Pripravené sady vzoriek sa nasledne aplikuji do kremennej fluorescenénej kyvety aich
excitatné a emisné spektra budi merané pomocou fluorescenéného spektrometra Horiba
FluoroLoge. Nastavenie spektrometra je nasledovné:

e Excitatné maximum: 280 nm

e Emisné maximum: 450 nm

e Sirka $trbin: 5 nm

e Opticka draha: 1 cm

e Rozsah excita¢ného spektra: 240 — 550 nm

e Rozsah emisného spektra: 300 — 600 nm

e Krok:5nm

e [HR 320 (detekcia): vypnuté

e Nastavené formuly: T1, R1, T1/R1, T1l/R1c
5.5.1.4 Korekcia excitaénych a emisnych spektier

Z dovodu mozného vplyvu vnutorného filtra¢ného efektu na excitacné a emisné spektra sa
pri ziskanych intenzitdich fluorescencie prevedie korekcia. K zisteniu pozadovanych
absorbancii meranych vzoriek sa pouzije UV-VIS spektrofotometer HITACHI U-3900H s
nastavenym rozsahom vlnovych dizok 600 — 240nm, s krokom 1 nm a $irkou medzery 4 nm.
Ziskané absorpéné spektré sa exportuju v podobe dokumentu MS Excel.

5.5.1.5 Vjypocet a vyjadrovanie vysledkov

Po zisteni poZadovanych absorbancii sa na hodnotach fluorescencie prevedie korekcia podl'a
rovnice (6). Pomocou upravenych hodnét fluorescencie sa vytvoril v programe OriginLab
excitatno-emisné spektra.

5.5.2 Stanovenie celkovej, karboxylatovej a fenolickej kyslosti

Pre stanovenie celkovej kyslosti je mozné vyuzit’ priamu alebo spétnt titraciu. V tejto praci
bola pouzita spitna titracia, pomocou ktorej bola stanovena celkova kyslost’ (7). Vypocitali sme
ju podielom st¢inu koncentracie titraéného ¢inidla, v naSom pripade kyselina chlorovodikova
(Cue ), arozdielu objemov (AV, ), V ktorych sa nachadzal bod ekvivalencie, Snavazkou

pouzitej huminovej latky (m,, ).

n _ Crc AV @)

+
H celkova m
vz

Nasledne bola ziskana karboxylatova kyslost’ (8) vyuzitim nepriamej metddy s octanom
vapenatym. Vypocitali sme ju podielom sucinu koncentricie titraéného cinidla, v naSom
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pripade hydroxid sodny ( Cy,q,, ), @ Objemu (AV,,q ), V ktorom sa nachadzal bod ekvivalencie,

s navazkou pouzitej huminovej latky (m,, ).

_ CnaoH 'AVNaOH
A — _NaOH ™ " NaOH_
H arboxyiatova m

n

(8)

\'24

Fenolicka kyslost’ bola nasledne dopocitana ako rozdiel celkovej a karboxylatovej kyslosti

(9).

n =N -Nn
H Fenolické H gelkové H l:arboxylétové (9)

55.2.1 Spiitnad titrdacia

Navazka HK bola rozpustena v 100 ml 0,01M NaOH a je mieSana po dobu 24 hodin na
magnetickej mieSacke. Nasledne bola vzorka titrovana 0,05M HCI s ptidavkem 0,1 ml-min™.

Titracia bola ukoncena, ked’ sa dosiahol finalny objem kyseliny tzn. titraného ¢inidla 60 ml.
5.5.2.2 Karboxyldtova titrdcia

Navazka vzorky bola kvantitativne prevedena do 40 ml roztoku octanu vépenatého S
koncentraciou 0,5 mol-dm=a 10 ml destilovanej vody. Zmiesanim 40 ml octanu vapenatého
a 60 ml destilované vody vznikol blank. Blank i stanovovana vzorka boli miesané 24 hodin na
magnetickej mieSacke a nasledujuci den prefiltrované cez papierovy filtraény papier do 100 ml
odmernej banky a doplnené destilovanou vodou po rysku. VVzorky boli titrované 0,1M NaOH s
piidavkem 0,1 ml-min’, titracia bola ukongena po koneénom pridavku 10 ml titra¢ného &inidla.
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6 VYSLEDKY A DISKUSIA
6.1 Porovnanie huminovych kyselin s ich metylovanou modifikaciou

Na urcenie obsahu neobsadenych karboxylovych skupin v metylovanych huminovych
kyselinach sa zvolili potenciometrické titracie, pomocou ktorych vieme stanovit
karboxylatovt, fenolicku a celkovl kyslost. Vzorky huminovych kyselin a metylovanych
huminovych kyselin boli pripravené podl'a navodu viz. kapitola 5.5.2. Pomocou spéitne;j titracie
bola stanovena celkova kyslost HK a mHK (7) akarboxylatovej titracie bola stanovena
karboxylatova kyslost (8). Fenolicka kyslost bola nasledne dopocitana rozdielom
karboxylatovej kyslosti od celkovej (9). Na Obr. 6Chyba! Nenasiel sa Ziaden zdroj odkazov. a
Obr. 7Chyba! Nenasiel sa Ziaden zdroj odkazov. su znazornené titraéné krivky spitnej
a karboxylatove;j titracie, v Chyba! Nenasiel sa Ziaden zdroj odkazov. su uvedené vypocitané
hodnoty celkovej, karboxylatovej a fenolovej kyslosti na jednotku navazky (mmol-g?). Na
Obr. 6 je maly rozdiel medzi bodami ekvivalencie spdsobeny tym, Ze navazka metylovanych
huminovych kyselin bola oproti navdzke nemodifikovnaych huminovych kyselin problizne
trikrat vacsia.

12

10

pH
(o)}
ApH/AV

0 10 20 30 40 50 60
Objem [ml]

Obr. 6: Titracnd krivka spdtnej titrdacie HK a mHK
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Obr. 7: Titracna krivka karboxylatovej titrdcie octanu, HK a mHK
Tabulka 5: Kyslost HK a mHK
Kyslost’ [mmol-g?]
Typ HL celkova karboxylova fenolova
HK 7,92 3,94 3,98
mHK 5,10 0,46 4,64

Mozeme si v§imnut, ze v metylovanej modifikécii doSlo k poklesu mnoZstva povodnych
karboxylovych skupin v modifikovanych huminovych kyselinach az na priblizne 12 %, ¢o z nej
robi modifikdciu vhodni na skimanie vplyvu karboxylovych skupin na interakciu HK-
xenobiotikum, ale i na samotny vplyv na Struktru a vlastnosti huminovych kyselin, hlavne na
ich aromaticku kostru.

6.2 Struktirne aspekty interakcie huminovych kyselin so xenobiotikom

Ciel'om tejto prace bolo zvolit’ vhodny modelovy systém (HL + Septonex) a metodiku $tadii
interakcii, ktoré medzi obidvoma zlozkami systému prebiehaju. Nasledne realizovat’ série
experimentov za ucelom komplexnej Struktirnej charakterizacie interakcii HK-Septonex a
diskutovat’ nové poznatky o Struktirnych aspektoch interakcii medzi HL a organickymi iénmi.

Na stadium tejto interakcie bola pouzitd EEM metoda, kedZe spojenim excitacnych
a emisnych spektier vieme pozorovat’ celkovy obraz a vSetky maxima neznamych latok. Pre
huminové kyseliny plati, ze ich Struktara zavisi na pdvode a typu spracovania, a je takmer
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nepravdepodobné najst’ dve rovnaké ,,molekuly” HK. Nevieme dopredu urcit, kde ma dana
,molekula“ HK svoje emisné a excitatné maximum. Preto pomocou EEM spektier mézeme
vidiet' celkovy obraz excitacného aemisného spektra asledovat, ¢i po interakcii so
Septonexom nastane nejaka zmena EEM spektra.

Na Obr. 8 mézeme vidiet, ze standard HK, ktory pouzivame, ma jedno emisné maximum,
na ktorom bude mozné sledovat’ interakciu so Septonexom. Na Obr. 9 je mozne si pov§imnut,
ze mHK majl toto maximum posunuté, ale stdle ma jedno emisné maximum.
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Obr. 8: EEM spektra HK
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Obr. 9: EEM spektra mHK

Ako u Tchaikovskaya aspol. [51], iV tejto praci sa prejavila interakcia HK-Septonex
zhaSanim fluorescencie (Obr. 10) emisného maxima. Okrem toho sa interakcia prejavila
posunom tohto emisného maxima k niz§im vinovym dizkam. Nastal tzv. modry posun. Tato
interakcia bola rovnako prejavena i medzi mHK a Septonexom, ako mozeme vidiet' na Obr. 11.
To nas postva k otazke, ake interakcie nastavaju v komplexe HK-Septonex, respektive mHK-
Septonex. V huminovych kyselinach su hlavnymi funkénymi skupinami karboxylové
a fenolové skupiny. Preto sa v tejto praci pouziva metylovand modifikacia huminovych kyselin,
kde su esterifikaciou obsadené karboxylové skupiny. Ked’ze ndm prebieha rovnaka interakcia
v komplexe HK-Septonex i mHK-Septonex, mézeme predpokladat, Zze Septonex interaguje
s aromatickymi jadrami v Struktarach huminovych latok.
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Obr. 10: Porovnanie EEM spektier HK (nalavo) a HK so Septonexom s koncetrdciou Septonexu 0,001 g/l (napravo)
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Obr. 11: Porovnanie EEM spektier mHK (nalavo) a mHK so Septonexom s koncetrdciou Septonexu 0,001 g/I (napravo)
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Dal§im krokom bolo urdit, vakom koncetrathom pomere HK/Septonex (alebo
mHK/Septonex) bude idedlne pozorovat interkaciu medzi HK, respektive mHK,
a Septonexom. Preto bola zostavena koncentra¢na rada (viz. kapitola 5.5.1.1) od vzoriek
samotnej HK (mHK) bez Septonexu, az po vzorku, v ktorej koncentracia Septonexu bola
patnasobne vicsia ako koncetracia HK, respektive mHK. Vysledné EEM spektra st zobrazené
viz. Priloha 1 az Priloha 16. Pre lepsi prehlad boli zostavené emisné spektra s fixnou
excitaénou vinovou dizkou (260 nm), ziskanou zo vietkych EEM spektier. Na Obr. 12 mozeme
vidiet', Ze zhasanie HK Septonexom je zavislé na koncentracii. To isté zaznamenal i Boguta
aspol. [48] pri interakcii huminovych kyselin s ionmi zinku, kde pri rasticej koncentracii
zinoénatych iénov v komplexe HK-Zn?" bol zhasaci trend rastici. | na tychto excitaénych
spektrach si mézeme povsimnut modry posun emisného maxima, kedy emisné maximum HK
(500 nm) je zhasané a tym padom vznikaji nové maxima v nizsich vinovych diZkach. Pre lepsi
prehl'ad bol vytvoreny graf, ktory je znazorneny na Obr. 13Chyba! Nenasiel sa Ziaden zdroj
odkazov., kde bol zhasaci trend najvacsi. Rovnaky zhasaci trend nastal i v pripade metylovane;j
modifikacie HK, viz. Priloha 17 a Priloha 18.
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Obr. 12: Emisné spektra HK a HK-Septonex zmesi s roznymi koncentracnymi pomermi HK/Septonex
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Obr. 13: Emisné spektra HK a HK-Septonex s koncentracnymi pomermi HK/Septonex 1/1, 1/2 a 1/5

Mechanizmus vzniku huminovych kyselin aich interakcii sinymi zlu¢eninami je stale
neobjasneny a stale sa skiuma. Jeden z problémov st samotné huminové kyseliny a ich zlozita
Struktura. Pre zjednoduSenie merania na tato problematiku sa pouzivaji modelové zltceniny.
Modelové zlt€eniny st latky, ktoré obsahuji rovnaké funkéné skupiny ako huminové kyseliny
asu v podstate ich podstruktirne jednotky. Pre tito pracu boli vybrané dve modelové
zlG¢eniny, ktoré st na Obr. 14, kyselina gallova a pyrogallol.

O

HO H
OH ©

HO OH
OH OH

Obr. 14: Kyselina gallovd (nalavo) a pyrogallol (hapravo)
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Pre meranie modelovych zluc¢enin boli vybrané koncentracné pomery model/Septonex: 1/1
a 1/2 (viz. kapitola 5.5.1.2) pre ich dobrt vidite'nost medzimolekulovej interakcie, t.j. zhaSanie
a hypsochromny posun v pripadoch komplexu HK-Septonex, respektive mHK-Septonex. Ako
modzeme vidiet’ na Obr. 14, tak kyselina gallova ma v strukture karboxylova skupinu, takze
bude modelovou zliceninou zastupujucou karboxylové skupiny v huminovych kyselinach.
Naopak pyrogallol obsahuje len hydroxylové skupiny, bude modelovou zlac¢eninou pre
fenolové skupiny v huminovych kyselinach. Mozu nastat’ tri varianty. Prvy bude ten, Ze nastane
zhaSanie a modry posun s kyselinou gallikovou a nie pyrogallolom. To by znamenalo, Ze
hlavnou funkénou skupinou v interakcii so Septonexom st karboxylové skupiny. Druhy variant
by bol opa¢ny, zhaSanie a modry posun nastane s pyrogallolom. To by znamenalo, ze hlavna
rolu v interakcii so Septonexom budu mat’ hydroxylové skupiny aich konformacia na
aromatickych jadrach. Na Obr. 15 a Obr. 16 (taktiez Priloha 19 a Priloha 20) je vidiet, ze
interakcia modelovych zlucenin so Septonexom sa prejavila malym zhaSanim a ziadnym
posunom.

To nas utvrdilo v nasej hypotéze, ze za interakciu so Septonexom st zodpovedné aromatické
jadra v struktare huminovych kyselin, respektive v ich metylovanych §truktarach. Gu a spol.
[47] pri skimani interakcie HK s ionami chromu taktiez dosli k zaveru, Ze i6ny chromu sa
pataju k aromatickym jadram v Struktrach huminovych kyselin, ato interakciami ako
vodikové vizby, hydrofobne a elektrostatické interakcie. Tieto interakcie by mohli sposobovat’
modry posun na EEM spektrach. V naSom merani modelovych zlucenin, v pripade kyseliny
gallovej ani pyrogallolu, modry posun nenastal. Dévodom mdze byt fakt, ze tieto modelové
zluceniny obsahuju len jedno aromatické jadro, na rozdiel od huminovych kyselin, v ktorych
sa vyskytuju viacjadrové aromatické systémy. Interakcia v komplexe HK-Septonex sa prejavila
zhéSanim aj modrym posunom, ¢o moze znamenat, Zze Septonex interaguje s organickymi
latkami s jednym aromatickym jadrom inak ako s latkami s viacjadrovou aromatickou
Struktarou. Preto by sa na meranie interakcie mohli pouZivat modelové zlu€eniny, ktoré
obsahuji viac aromatickych jadier pre sledovanie zavislosti aromaticity v Struktarach
huminovych kyselin na ich interakciu s nabitymi organickymi xenobiotikmi.

39



550 550

3,000E+07 3,120E+07
SoRoE 0T S B0 +07
. +
ggggg:g; 2.730E+07
500 5.400E+07 500 2 RE or
2,280E+07 2'340E+07
2.160E+07 2:210E+07
2,040E+07 2'080E+07
1.920E+07 S O0E07
1.800E+07 ’ .
1:680E+07 182007
| 1.960E+07 1,560E+07
450 }“338518; 450 1.430E+07
13608407 1:300E+07
1.080E+07 1170E+07
9'600E+06 1,040E+07
8.400E+06 9,100E+06
7.200E+06 7.800E+06
~ 6 000E+06 ~ 6,500E+06
£ 4.800E+06 £ 35%5:82
c 400 3 300E 08 c 400 2,600E+06
Yot 6 .5%&05 S 1‘8%&06
X | X
W w
350 350
300 300
250 250
300 350 400 450 500 550 600 300 350 400 450 500 550 600
Em (nm) Em (nm)

Obr. 15: EEM spektra kyseliny gallikovej (nalavo) a jej zmesi So Septonexom v koncentrénom pomere 1/1 (napravo)
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Obr. 16: EEM spektrd pyrogallolu (nalavo) a jeho zmesi so Septonexom v koncentrénom pomere 1/1 (napravo)
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Ako mozeme vidiet' na Obr. 17 (spojenie Obr. 8 a Obr. 9), metylacia sa na EEM spektrach
prejavila hypsochromnym posunom a zhaSanim fluorescencie. Rovnaky trend mala i interakcia
so Septonexom. V pripade esterifikacie obsadzujeme karboxylové skupiny na estery. V pripade
komplexu HK-Septonex sme ocakavali vizbu na zaklade elektrostatickej interakcie, pretoze
Septonex ma kladny naboj a HK maja zaporny predovsetkym vd’aka karboxylatovym (menej i
fenolatovym) skupinam vo svojej strukture. Experimentalne stadie realizované s modelovymi
benzenkarboxylatovymi a benzenfenolickymi zlu¢eninami, ale i obdobné spektralne stopy
interakcie so Septonexem zistené pre povodné i metylované HK nas utvrdili, Ze na interakciu
huminovych kyselin se Septonexem ma najvacsi vplyv ich aromatické Struktara, ktora sa na
Studovanej fluorescencie aktivne podielala. Tym pddom by mala mat’ metylacia rovnaky vplyv
na aromaticka Struktiru ako interakcia so Septonexom. Z modrého posunu fluorescenénej
emisie pozorovanej pre oba efekty je mozné usudzovat’, ze ako metylacia, tak interakcia so
Septonexom sposobuje znizenie elektronovej hustoty na aromatickych struktarach HK.

Vplyv esterifikacie karboxylovych skupin HK na hustotu elektronov na susednych
aromatickych jadier je na prvy pohl'ad prekvapivy. Karboxylové skupiny ale budi v pripade
meranych vzoriek (po rozpusteni v NaOH bez spétného znizenia pH disociované do podoby
karboxylatov (-COQO"). Karboxylatové skupiny sa stavaju silnejsim donorom elektréonov do
susedného aromatického systému ako karboxylova skupina alebo jej esterova forma. V pripade
metylovanej modifikacie huminovych kyselin sa obsadzuju karboxylové skupiny a menia sa na
estery, to znamend, ze po rozpusteni huminovych kyselin v NaOH nenastdva premena
karboxylovych skupin na ich nabita formu. Tym padom znizujeme elektronovi hustotu
aromatickych jadier v Struktire huminovych kyselin, co méze mat’ za nésledok to, Ze sa emisné
maximum postva k niz§im vinovym dizkam (modry posun).

V pripade HK-Septonex je charakterizovana interakcia medzi aromatickou kostrou
huminovych kyselin so zdpornym parcidlnym nabojom a bo¢nym ret'azcom Septonexu, ktory
ma kladny néboj. Tym padom méZeme predpokladat’ Ze nastava n-kation interakcia. Septonex
so svojim kladnym nabojom dokéze polarizovat’ aromaticky kruh huminovych kyselin. Pri
viacjadrovom aromatickom komplexe v huminovych kyselin, kde kazdy aromaticky kruh ma
nabojovl distribuciu, mézeme hovorit’ o existencii kvadrupolu, respektive v interakcii SO
Septonexom interakciu kation — kvadrup6l. Tym padom interakciou so Septonexom
zmenSujeme obsah vol'nych aromatickych jadier, Co znamena Ze zniZzujeme elektronovu hustotu
celkovej aromatickej kostry huminovych kyselinach, ¢o sa ndm mohlo prejavit na EEM
spektrach hypsochromnym (modrym) posunom.
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7 ZAVER

Této diplomova praca bola zamerana na §tidium interakcie huminovych skupin S idbnovymi
organickymi xenobiotikmi a jej strukturne aspekty. Metoda bola zvolena z mojej bakalarskej
prace, ato ustdlena fluorescencna spektroskopia, ktora je vhodna ipre latky so slabou
svietivostou. Ciel'om prace bolo na zéklade realizovanych experimentov zhodnotit’ vyhody a
limity pouzitej metodiky a diskutovat’ nové poznatky o Struktarnych aspektoch interakcii medzi
HL a organickymi i6nmi.

Interakcia medzi huminovymi kyselinami a zéstupcom iénovych organickych xenobiotik
(Septonex) sa prejavila zhaSanim fluorescencie huminovych kyselin a posunom emisného
maxima K niz§im vinovym dizkam, t.j. hypsochromnym (modrym) posunom. Cim bola viésia
koncentracia xenobiotika, tym bolo zhasanie fluorescencie i modry posun vacsi. Na zaklade
zrealizovanych experimentov, kde sme okrem huminovych kyselin a Septonexu pouzili
metylovani modifikaciu HK a modelové zluc¢eniny, sme si potvrdili hypotézu, ze za interakciu
v Struktire huminovych kyselin nie st zodpovedné karboxylové alebo fenolové skupiny, ale
aromatickd kostra huminovych kyselin. Z vysledkov merani moéZzeme predpokladat, Zze
interakcia, ktora sa vytvara medzi aromatickymi S$truktirami v huminovych kyselinach
a Septonexom, moze byt n-kation interakcia. Bo¢ny retazec Septonexu, ktory ma kladny naboj,
vytvara medzimolekularnu interakciu s aromatickou kostrou huminovych kyselin, ktoré maja
parcialny zaporny naboj.

Rovnaky trend interakcie, zhaSanie fluorescencie amodry posun, mé modifikacia
huminovych kyselin na ich metylovanu verziu. Tento fakt nas utvrdzuje vo vyssie spomenute;j
hypotéze o m-kation interakcii, zaroven aj moze vysvetlit', preco sa interakcia prejavuje modrym
posunom. V obidvoch pripadoch nastava zmena induk¢éného efektu aromatickej kostry
huminovych kyselin, presnejSie k zmenSeniu elektronovej hustoty aromatickych jadier.
V pripade interakcie so Septonexom sa obsadzuju aromatické jadra, zmenSuje plochu
aromatickej kostry svolnymi m elektronami atym zmenSuje elektronova hustotu celej
aromatickej kostry HK. V druhom pripade metylovanou modifikaciou zmensujeme obsah
karboxylatovych skupin (-COQO") po rozpusteni huminovych kyselin v NaOH. Karboxylatové
skupiny maji vysoky kladny indukény efekt, to znamena, ze vysoko zvacsuju elektronovi
hustotu aromatickych Struktur v huminovych kyselindch. Preto nastdva v metylovanych
huminovych kyselin zniZenie indukéného efektu a zmenSenie elektronovej hustoty oproti
nemodifikovanym huminovym kyelinam. Dospelo sa Kk zaveru, ze elektronova hustota
aromatickej kostry moze ovplyviiovat celkovy obraz huminovych kyselin, aj ich interakcie.

Nasledujtiice experimenty by sa mohli zamerat’ na samotné Studium vplyvu elektrénove;j
hustoty na interakcie huminovych kyselin s ostatnymi latkami, bud’ pomocou $tadia interakcie
modelovych zlucenin, ktoré budii obsahovat’ viac aromatickych jadier a bude sa dat’ sledovat’
elektronova hustota vacsej aromatickej kostry, alebo sa zamerat’ na Studium zavislosti
funk¢énych skupin s vysokym indukénym efektom na medzimolekulovu interakciu s idonovymi
zlucCeninami.
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9 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV
HL — huminové latky

FK — fulvinové kyseliny

HK — huminov¢ kyseliny

MHK — metylované huminové kyseliny

R.F.l —relativna fluorescen¢né intenzita

TMS-DM — (Diazometyl)trimetylsilan

TCSPC — Time-correlated Single Photon Counting
EEM — excita¢no-emisné spektra

ATR — attenuated total internal reflection

TIR — total internal reflection

CLM — centrifugal liquid membrane

VSF — vibrational sum-frequency

NMR — nuklearna magnetické rezonancna spektroskopia

FTIR — Infracervend spektroskopia S Fourierovou transformaciou

AFM-SMFS — Single-molecule force spectroscopy based on atomic force

microscopy
ITC — izotermalna titra¢na kalorimetria

Sep — Septonex
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10 PRILOHY

550
400E+06

500

450

1200E+0
1000

300

250

300 350 400 450 500 550 600

Priloha 1: EEM spektra HK

550

.B600E+06

NS
©
5
=}
m
+
o
>

500

450

300

250

300 350 400 450 500 550 600

Priloha 2: EEM spektra HK+Septonex v koncentracnom pomere 10/1
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Priloha 7: EEM spektrda mHK+Septonex s koncetracnym pomerom 5/1
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Priloha 8: EEM spektra mHK+Septonex s koncetracnym pomerom 2/1
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Priloha 10: EEM spektra HK+Septonex s koncetracnym pomerom 1/1
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Priloha 12: EEM spektra HK+Septonex s koncetracnym pomerom 1/5
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Priloha 14: EEM spektra mHK+Septonex s koncetracnym pomerom 1/1
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Priloha 16: EEM spektrda mHK+Septonex s koncetracnym pomerom 1/5
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Priloha 18: Emisné spektra mHK a mHK-Septonex zmesi s koncentracnymi pomermi mHK/Septonex:
1/1, 1/2, 1/5
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